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EFECTOS DEL ALUMINIO EN LA DIVISION Y EL ALARGAMIENTO
CELULAR EN PLANTULAS DE ARROZ (Oryza sativa L.)

Effect of aluminium on celular division and a longation
on rice plantlets (Oryza sativa L..)

Idioleidys Alvarez Bello®, Inés M. Reynaldo Escobar,
Pilar Sanchez Testillano y Maria del C. Risuefio

ABSTRACT. Aluminium toxicity is a very important factor
limiting growing and crop productivity in acid soils. The aim of
this research was to study the aluminium effects on cell division
and elongation process and their relationship with root growing
on two rice commercial cultivars. Different AIC, levels were
employed to impose stress condition. Root apical segments
were processed by traditional procedure to optic microscopy.
The stained sections were viewed with on optic microscopy
(Zeiss) and photographed with a digital camera coupled to
microscopy. Morphometric Program ImajeJ was employed to
determine cell dimensions. Root elongation was reduced in
rice seedlings as a consequence to aluminium toxic effect. A
mitotic index inhibition and reducing length and radial expansion
was observed on meristematic root cells with the increase of
aluminium level. The obtained results evidence some changes
caused by aluminium toxic levels in both cellular process which
are responsible of cell growing inhibition.

Key words: aluminium, phytotoxicity, rice, cells, inhibition,
growth, root systems

INTRODUCCION

La acidificacion de los suelos se ha intensificado en
los Ultimos afios, estimandose que aproximadamente el
30 % de la superficie terrestre y el 50 % de las tierras
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RESUMEN. Teniendo en cuenta que la toxicidad por aluminio
es el efecto méas importante en los suelos &cidos y constituye
el mayor factor limitante del crecimiento y la produccién vegetal,
se desarrollé una investigacion que tuvo como objetivo
fundamental determinar el efecto del aluminio en los procesos
de division y alargamiento celular en dos cultivares comerciales
de arroz, asi como la relacion de estos con la inhibicion del
crecimiento radical. Se emplearon diferentes niveles de aluminio
para imponer la condicion de estrés y los apices radiculares
fueron sometidos al procesamiento tradicional para microscopia
Optica. Las secciones tefiidas se observaron al microscopio
Optico (Zeiss) con camara digital acoplada y las dimensiones
celulares se cuantificaron mediante el programa morfométrico
ImageJ. Se demostré que el aluminio inhibié el crecimiento
radical de las plantulas de arroz, como consecuencia del efecto
toxico del metal. Se observé una reduccion del indice mitotico
para ambos cultivares con el incremento de la concentracion
de aluminioy el estudio del alargamiento celular evidencié que
las células radicales se acortaron en longitud y aumentaron su
grosor. Los resultados demostraron que los desérdenes que
provoca el metal en los dos procesos celulares evaluados son
los responsables fisioldgicos de la inhibicién del crecimiento
radical.

Palabras clave: aluminio, fitotoxicidad, arroz, células,
inhibicion, crecimiento, sistema radicular

cultivadas estan afectadas por este fenémeno y de estas
Ultimas cerca de un 60 % se localiza en las zonas tropi-
cales y subtropicales (1).

Los suelos de Cuba no han sido de los mas afectados
por la acidez (2); no obstante, diversos factores naturales
y antrépicos han generado alrededor de 557 400 hectareas
de suelos aliticos con el transcurso de los afios, los que
se encuentran distribuidos en casi toda la isla, con una
mayor incidencia en las provincias de Pinar del Rio,
Camaguey y Granma (3).

Latoxicidad por aluminio es el efecto méas importante
en los suelos acidos y constituye el mayor factor limitante
del crecimiento y la produccién vegetal (1, 4, 5). Para la
mayoria de las plantas, la raiz es el 6rgano mas afectado
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por este i6n (6), por lo que se han planteado diversas
hipétesis acerca de los mecanismos de toxicidad en esta
parte de la planta.

En este sentido, se conoce que diferentes componentes
y procesos celulares pueden ser afectados por el aluminio (7)
y entre los mas importantes se encuentran, el ndcleoy la
division celular (8, 9) y la dinamica del citoesqueleto (10).
En un estudio en el cultivo del maiz (11) la reduccién del
namero de células proliferativas inducidas por aluminio
estuvo acompafada por un acortamiento en la regién de
division celular. Varios afios después se observo la rapida
entrada del i6n a las células y su localizacion cercana a
los nudcleos celulares, en células radicales de soya y
suspensiones celulares de Catharanthus roseaus (12). A
partir de estos resultados las investigaciones centraron
su atencion en el nicleo celular, teniendo en cuenta que
el aluminio podia inhibir la divisién celular mediante su
interaccién con algunos componentes nucleares y esto
permitié sugerir que la toxicidad letal podia estar asociada
con esta interaccién (13).

En un estudio de suspensiones celulares de dos lineas
de tabaco ante una exposicion prolongada al aluminio,
se evidencio una desorientacion de los elementos del
citoesqueleto microtubular (4). En este caso los cambios
observados estuvieron precedidos por una disminucion
en la viabilidad celular y un incremento en los niveles de
a-tubulina, hallazgos que permitieron concluir que el
citoesqueleto microtubular es un sitio clave ante la toxicidad
por aluminio, aunque otras evidencias mas convincentes
deben obtenerse al respecto. (14).

Aun cuando lo anterior muestra varios estudios sobre
el tema en algunas gramineas, no se han realizado
investigaciones para cuantificar estos dos procesos
celulares enla raiz de arroz, lo que ha limitado el estudio
integrado de los cambios morfoldgicos y fisiolégicos que
puede provocar el aluminio en esta planta.

Por las razones antes expuestas, el objetivo de la
investigacion fue determinar el efecto del aluminio en los
procesos de division y alargamiento celular en dos
cultivares comerciales de arroz, asi como la relacion de
estos con la inhibicion del crecimiento radical.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Los experimentos se realizaron en el
Laboratorio de Organizacion y desarrollo Nuclear del Centro
de Investigaciones Biolégicas (CIB), Espafia 'y en el
departamento de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Para ello
se emplearon plantulas de arroz (Oryza sativa L) de dos
cultivares comerciales cubanos.

El cultivar Jucarito-104 (J-104), que es empleada
como patrén comercial por sus potencialidades en el
rendimiento (15) y la variedad INCA LP- 7, obtenida en el
departamento de Genética y Mejoramiento de las Plantas
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas, la cual
exhibe cierto grado de tolerancia al estrés idnico (16).
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Condiciones experimentales. Se desarrollé un experimento
en el que se definieron cuatro tratamientos, en los cuales
el nivel de aluminio en el medio de germinacion fue de O
(control), 30, 65y 125 pmol.L* de cloruro de aluminio
(AICL), respectivamente. Para ello las semillas de arroz
se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio
comercial al 10 % durante 15 minutos y se lavaron tres
veces con agua esterilizada. Posteriormente se colocaron
en placas de Petri (90x15 mm) con papel de filtro, el que
se humedeci6 diariamente con 1 mL de la solucion de
AICI, empleada para la germinacion de las semillas, en
cada uno de los tratamientos, y con agua, para el control.

Se colocaron 25 semillas en cada placa de Petri,
con 12 horas de luz natural y 12 horas de oscuridad y
una temperatura noche/dia de 21/26°C.

Se realizaron tres réplicas del experimento y las

plantulas se evaluaron después de siete dias de germinadas
las semillas. Se muestrearon 20 plantulas por placay un
total de 60 por tratamiento, a las cuales se les tom¢ la
radicula para realizar las evaluaciones correspondientes.
Procesamiento para microscopia. Para el estudio de las
secciones longitudinales de la radicula, las muestras se
sometieron al procesamiento tradicional para microscopia
Optica (2) y se incluyeron en resina Lowicryl K M. Los
bloques de resina fueron seccionados en un
ultramicr6tomo y se obtuvieron secciones longitudinales
de la radicula de una micra. Para lograr un adecuado
contraste de las muestras se utilizé el azul de toluidina 'y
las observaciones se realizaron en un microscopio 6ptico
de luz (Zeiss) con una magnificacion de 1000x.
Evaluacién del efecto del Al en la orientacién del
crecimiento celular. Para evaluar el alargamiento celular,
se procedio a determinar el largo y ancho de las células
del meristemo fundamental en cada uno de los tratamien-
tos. Para ello se obtuvieron imagenes digitales de las
células del meristemo fundamental de esta zona, con una
ampliacion de 1000x, las que se exportaron al Programa
Morfométrico ImageJ, donde se utilizé el instrumento de
«medicion lineal». El largo de las células corticales se
determiné en todos los casos, de forma paralela al borde
de laradiculay para el grosor celular de forma perpendi-
cular, siempre por el centro de las células, lo que permi-
ti6 homogenizar las mediciones. Se tomaron tantas ima-
genes como fue necesario para medir 200 células por
tratamiento.
Evaluacion del efecto del Al en el proceso de division
celular. Se cuantificé el indice de proliferacién celular a
través del calculo del indice mitético y para ello se
empled la técnica de tincién con orceina acético-
clorhidrica (17), con una modificacién, ya que para lograr
la penetracion de la orceina en los apices radiculares
fueron necesarios tres calentamientos en vez de uno.

El nimero de células estadisticamente representativo
se estimé de acuerdo a la formula empleada por Matos y
Molina (1997):i=2? , x S?’/e?, donde Z tiene un valor de
1,96 segun la estadistica tabulada de la normal estandar
y S?, que significa la varianza muestral, es de 13,66.
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El error del muestreo (e?) es de 0,25. De acuerdo a esta
férmula, 1462 células por tratamiento es el valor minimo
de células que se deben analizar para obtener resultados
confiables y se evaluaron tantos campos como fue necesario
para contar 2000 células por tratamiento. Teniendo en
cuenta que dentro de cada campo se contaron las células
gue se encontraban en mitosis (profase, metafase, anafase
y telofase) y en interfase.

Los calculos del indice mitético se realizaron a través
de la ecuacion:

IM =M x 100/T,

donde:

IM: indice mitético,

M: células en mitosis (profase, metafase, anafase y
telofase) y

T: total de células contadas (Mitosis + Interfase).

Analisis estadisticos. Se utilizé un disefio completamente
aleatorizado. Los resultados experimentales del largo y
ancho de las células y el indice mitético fueron sometidos
a un analisis de varianza con arreglo bifactorial, donde
los factores fueron las variedades y las concentraciones
de Al. En los casos que se encontraron diferencias signi-
ficativas, se compararon las medias segun la Décima de
Tukey, para el 5 % de probabilidad del error. Para el
andlisis estadistico fue utilizado el paquete estadistico
STATGRAPHICS Version 4.1 en ambiente Windows

RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de los factores abiéticos que mas influyen en
el desarrollo del sistema radical, se pueden mencionar,
la temperatura, el contenido de agua y de oxigeno, asi
como una elevada concentracion de elementos quimicos,
entre los que se encuentran el aluminio (18).

La radicula fue el centro de atencidén de esta
investigacion dentro del sistema radical, en primer lugar
por la importancia que reviste en la fase de plantula y
ademas porque garantiza una adecuada absorcion de agua
e iones en esta fase del desarrollo de la planta. Es
importante destacar que no se produjo interaccién entre
las variedades y las concentraciones de aluminio para
ninguna de las variables estudiadas.

Las plantulas del control en la variedad J-104
exhibieron valores de longitud de la radicula, superiores
a las de la INCA LP-7, como se puede apreciar en la
Figura 1. Sin embargo, fueron las mas afectadas por el
i6n Al**, ya que a 30 pumol.L* se observé una disminucion
significativa de este indicador en relacién con el control.
Esta alteracion se considera el sintoma més frecuente
ante la presencia de este ion, ya que una reduccion similar
del crecimiento ha sido observada en diferentes especies
de plantas (12, 19, 20) como consecuencia del efecto
toxico del aluminio (21).

Este comportamiento indicd que 30 pmol.L™ es suficiente
para afectar la longitud radicular en la variedad J-104 y
gue a partir de esta concentracidn se mantiene el efecto
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inhibitorio del Al en el crecimiento de la radicula, de manera
tal que en las plantulas expuestas a 125 pmol.L™* se
observo una reduccion del 23 % en relacién con las
plantulas no tratadas.

Enla INCA LP-7 la longitud radicular no difirié entre
ninguno de los tratamientos, por lo que esta variedad fue
capaz de soportar dosis de hasta 125 pmol.L* de AlCI,
sin tener afectaciones en la longitud de su radicula (Figura 1).
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Las barras indican las medias de 60 valores y las letras diferentes
representan diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos segun Tukey a p<0.05.

Figura 1. Crecimiento radicular de plantulas de
arroz. Se representa la longitud de la
radicula de las plantulas de las variedades
INCA LP-7y J-104, tratadas con 0 (control),
30, 65y 125 umol.L™* de AICI,

El comportamiento diferente que exhibio la longitud
de la radicula en las variedades de arroz, puede estar
relacionado con el grado de tolerancia al metal de cada
una de ellas, aun mas, cuando se ha visto que la intensidad
de la inhibicidon puede diferir entre especies y entre
variedades (12).

El crecimiento radical es el resultado de la division y
el alargamiento de las células radicales, razon por la que
se evaluaron las afectaciones provocadas por el ion AP
en ambos procesos celulares.

Al evaluar el efecto provocado por el aluminio en el
alargamiento celular, se pudo apreciar que en las plantulas
del control, las células del meristemo fundamental se
caracterizaron por tener una estructura poliédrica alargada
(Figura 2Ay B); sin embargo en las expuestas al metal,
estas se deformaron y exhibieron paredes muy irregulares,
asi como una expansion radial en su estructura
(Figura 2C-H).

A través de un estudio morfométrico se pudieron
cuantificar las alteraciones observadas en la estructura
de estas células y se demostro que la toxicidad del i6n
AP** afecta de forma significativa el alargamiento celular.

Las plantulas de la variedad INCA LP-7 no exhibie-
ron cambios en la longitud de las células cuando fueron
expuestas a 30 umol.L*de AICIL,; sin embargo, en la
J-104 a ese mismo valor, se observo una disminucion en
la misma (Figura 3).
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La barra representa 2,5 pm (1000x)

cmf: célula del meristemo fundamental (nétese las células del
meristemo fundamental en forma cubica y ordenadas en las
plantulas del control (A y B), mientras que en las plantulas tratadas
con Al se aprecian ordenadas, pero expandidas radialmente y con
una intensa vacuolizacion

Figura 2. Fotomicrografias de células del meristemo
fundamental en la seccién longitudinal de
laradicula de plantulas de arroz expuestas
a0 (A, B),30(C,D),65(E, F)y 125 umol.L*
de AICI_ (G, H). Variedades: J-104 e INCA LP-7
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as barras indican las medias de 200 valores y las letras diferentes

representan diferencias significativas entre las medias de los

tratamientos segun Tukey a p<0.05.

Figura 3. Longitud de las células del meristemo
fundamental correspondientes ala zona
de transicién radicular de las variedades
de arroz, INCA LP-7y J-104, tratadas con
0 (control), 30, 65y 125 pmol.L™ de AICI,
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Esto indica que la concentracién de 30 pmol.L*
resulta téxica para esta Ultima variedad, resultados que
apoyan los obtenidos al analizar la longitud de la radicula
(Figura 1). Ademas, cuando las plantulas de la variedad
J-104 fueron expuestas a la mayor dosis de aluminio
(125 pmol.L™), la longitud celular se redujo casi un 40 %
en relacién con el control, mientras en que en la INCA LP-7
la reduccién fue de solo un 25.5 % (Figura 3), lo que
evidencid que la longitud de sus células, fue menos
afectada ante la toxicidad del aluminio.

El grosor de las células del meristemo fundamental
determinado a través del estudio morfométrico, arrojé un
incremento importante ante la presencia del ion AlI**
(Figura 4). Para este indicador, las dos variedades
estudiadas exhibieron un nivel de tolerancia similar, ya
gue ambas mostraron un aumento significativo del grosor
celular cuando fueron expuestas a 30 pmol.L™* del metal.
No obstante, los resultado apuntan a que la J-104 fue la
mas afectada por el estrés iénico, pues el grosor celular
se increment6 en un 70 %, mientras que para la otra
variedad el incremento fue de un 57% (Figura 4).
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Las barras indican las medias de 200 valores y las letras diferentes
representan diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos segun Tukey a p<0.05

Figura 4. Grosor delas células del meristemo fundamental
correspondientes a la zona de transicion
radicular de las variedades de arroz, INCA
LP-7 y J-104, tratadas con 0 (control), 30,
65y 125 umol.L* de AICI,

La evaluacion integral del estudio morfométrico, indico
que el aluminio provocé disminucion en la longitud de las
células del meristemo fundamental e incremento en el
grosor de las mismas, de manera que dichas células se
hicieron més cortas y anchas en la medida en que se
incrementaron los niveles de la exposicion al ién metdlico,
sobre todo en la variedad J-104, la que evidenci6 estas
modificaciones a menores dosis del metal en relacion
con laINCA LP-7. Sinlugar a dudas estas modificaciones
contribuyen a la reduccién detectada en la longitud y al
engrosamiento observado en la radicula de las plantas
expuestas al metal.
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Por otro lado, la respuesta significativa observada
tanto en el largo como en el grosor celular de las plantulas
expuestas a la menor dosis de aluminio respecto a las
del control, sugiere que 30 pmol.L* del metal pueden ser
suficientes para romper la sensible dindmica de ensamble
y desensamble de la red de microtabulos y
microfilamentos. Ademas, se evidencia la posibilidad de
gue el citoesqueleto pueda ser un blanco de accion
importante ante la toxicidad provocada por el aluminio,
como ha sido informado para otras especies (22, 23).
Aun mas, si se tiene en cuenta que el citoesqueleto es la
red tridimensional de proteinas que conforman el citosol,
la cual cumple un papel esencial en el mantenimiento de
la forma celular entre otras funciones (24).

A partir de estos elementos, la expansion celular que
arroj6 el estudio morfométrico pudiera ser explicada
mediante la interaccion del ién Al** con factores que
influyen en la organizacion del citoesqueleto, similar a
como sucede en Arabidopsis thalianna (22), como los
niveles de Mg?*y Ca* en el citosol.

La divisién celular no es por si misma un mecanismo
de crecimiento, ya que no conduce necesariamente a un
incremento en el tamafio; no obstante es un proceso que
acompafia al crecimiento en los tejidos meristematicos.
Por este motivo el estudio del efecto del ion AP** en la
division celular estuvo confinado a la zona de division de
la radicula, segun la Figura 5 y se evalué mediante la
determinacion del indice mitético (IM), como indicador
cuantitativo de este proceso celular.

INCA LP-7

Las flechas indican figuras representativas de cada una de las
fases de la mitosis. La barra representa 2 um. (1000x)

Figura 5. Imagenes de células en division corres-
pondientes al 4pice radicular de plantulas
de arroz de las variedades INCA LP-7y
J-104, tratadas con 125 umol.L™ de AICI..
(n6tese como el material nuclear se
observa de color rojo debido a la tincion
con orceina).

La caracterizacion de los nucleos celulares, que se
observaron de color rojo, permitié determinar con facilidad
en ambas variedades las células que se encontraban en
interfase, asi como en las diferentes fases de la mitosis
(profase, metafase, telofase y anafase) para su posterior
evaluacion.
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Serealizd através de la figura mitética caracteristica
de cadafase, como se muestra en la Figura 5y fue posible
por la modificacién realizada a la técnica de tincién con
orceina, la que permitié un adecuado contraste del
material nuclear.

Al evaluar el indice mitético como indicador del
proceso de divisién celular, se pudo apreciar una
disminucién progresiva del mismo con el aumento en los
niveles de aluminio para la variedad J-104, lo que se
corresponde con la reduccidn en longitud observada
en esta variedad y evidencia las afectaciones que puede
provocar este ib6n en el crecimiento celular, debido a sus
efectos toxicos. Las dos variedades mostraron una
reduccion de este indicador ante la concentracion de
30 pumol.L* de AICI; sin embargo, para los demas
tratamientos exhibieron un comportamiento diferente
(Figura 6). Lo anterior indica que esta dosis es suficiente
para afectar la divisién de estas células.
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Las barras indican las medias de 2000 valores y las letras
diferentes representan diferencias significativas entre las medias
de los tratamientos segin Tukey a p<0.05

Figura 6. Comportamiento del indice mitético (IM)
en la zona de division de la radicula de
plantulas de arroz de las variedades, INCA
LP-7y J-104, tratadas con 0 (control), 30,
65y 125 umol.L™ de AICI,

En la variedad INCA LP-7, las dosis de 65y
125 pmol.L* de AICI, no afectaron de forma significativa
el indice mitético, lo que indica que después de una
reduccion en el mismo, se alcanza una estabilidad en el
proceso de divisién celular.

El comportamiento de la variedad J-104 fue diferente,
ya que no se apreciaron diferencias significativas entre
las plantulas tratadas con 30 y 65 umol.L™* de AICL; sin
embargo, las expuestas a 125 pmol.L™* evidenciaron una
reduccién del indice mitético de un 40.2 % en relacion
con las del control, mientras que en la INCA LP-7 lo hizo
solo en un 21.7 % (Figura 6). Esto esta en total
concordancia con la inhibicién del alargamiento radical
observado en la radicula de las plantas tratadas con
aluminio y evidencian el efecto inhibitorio que ejerce este
elemento sobre los procesos celulares de alargamiento y
divisién celular.
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Los resultados evidenciaron que el aluminio provocé
una reduccién en la longitud radicular y que esta fue
causada en primer lugar por la inhibicién de la division
celular. La evaluacion del indice mitético, como indicador
de crecimiento, demostr6 una afectacién importante en
este proceso, ya que el por ciento de células en la fase
mitotica disminuy6 ante la presencia del ién, sobre todo,
en la variedad J-104. Este comportamiento sugirio la
posibilidad de que el aluminio pudiera afectar algin
elemento en la interfase que impidiera la entrada de la
célula a la fase mitotica.

Por otra parte se comprobaron alteraciones en la
orientacion del crecimiento celular, fenémeno que estuvo
dado por una reduccién en longitud y una expansion en
sentido radial de las células del meristemo fundamental.
Se evidenci6 la posibilidad de que el aluminio pudiera afectar
elementos del citoesqueleto y alterar asi, la polaridad
celular, aspectos que deben ser abordados en estudios
posteriores.
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